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A method for analysing sequences of nucleic 
acids entails the liquid sample which contains 
denatured nucleic acid being contacted with a 
light-reflecting support surface which has, 
chemically bonded to this surface, a nucleic acid 
strand of defined sequence, where 
complementary sequences of the denatured 
nucleic acid in the sample combine by 
hybridisation with the nucleic acids immobilised 
on the support, and the thickness of growth of the 
organic layer forming thereby on the support 
surface is determined by comparison 
ellipsometry measurement or the change in the 
interference patterns on the bilayer reflecting 
surface. 
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© Verfahren undTragerzur Sequonzanalyse von NucleinsSuren. 

© Ein Verfahren zur Sequenzanalyse von Nucleinsauren, 
bei dem die zu untersuchende flussige Probe, welche 
denaturierte Nucleinsaure aufweist, mit einer lichireflek- 
tierenden Trageroberflache in Beruhrung gebracht wird, die 
einen an dieser Oberflache chemisch gebundenen Nuclein- 
saurestrang mit bestimmter Sequenz autweist, wobei sich 
komplementare Sequ'enzen der in der Probe betlndlichen 
denaturierten Nucleinsaure mit dem am Trager fixierten 
Nucieins§urestrang durcb Hybridisierung vereinigen, und 
das Dickenwachstum der sich dabei auf der Trageroberflache 
bildenden organischen Schicht durch Vergleichsellip- 
sometriemessung oder Anderung der Interferenzer- 
scheinungen an der doppeischichtig ausgebildeten reflek- 
tierenden Oberflache ermittelt wird. 
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Verfahren zur Sequenzanalyse von NucleinsSuren,, insfr e sondere der Desoxy- 
ribonucleins3ure (DNA) und der RibonucleinsHure (RNA), sowle Tr'dger zur 
Durchfllhrung des Verfahrens imd Verfahren zur Herstellung des Trggers 

5 DesoxyHbonucleinsSure (DNA) 1st ein doppelstrangiges Moleklil tnit zwel kom- 
plementaren Ketten aus den vier Nucleotidbasen Adenla, Cytosin, G-uanin 
und Thymin. Die beiden Strange der DNA sind liber Wasserstoffbrtickenverbindun- 
gen mitelnander verknUpft, wobei sich bestimmte Basenpaare, namlich Adenin- 
Thymin und Cytosin-Guanin zusammenfinden. Die der DNA verwandte RNA enthalt 

10 Ribose statt Desoxyribose und Uracil- statt Thyminresten. Die spezielle 
DNA-VerknUpfung zu zwei komplementSren Ketten fuhrt zu dem genetischen 
DNA-Code, welcher die genetische Information in alien lebenden Zellen, 
insbesondere der Chromosomen, darstellt. Bekannte Sequenzen von DNA oder 
RNA konnen in der Biotechnologie zur Darstellung der Sequenzen von unbekann- 

15 tem genetischen Material oder zu Diagnosezwecken zur ktentiftzierung geneti- 
schen Materials aus Viren und Bakterien verwendet warden. Herkommliche 
Verfahren zur Bestimmung von DNA- oder RNA-Hybridisi.erung beruheh auf der 
Bindung von radioaktiv oder enzymatisch markierten DNA- oder RNA- Sequenzen 
an komplementarem, einstrangigem DNA oder RNA und na:ct»fol gender Erf assung 

20 der Markierung. Als feste Phasen werden in den meisten Fa'llen Cellulose 
oder andere Polysaccharide zur Immobilisierung ven DNA verwendet und wirken 
als Rezeptoren fiir die markierte DNA-Sonde- 



Hierzu ist es bei spiel sweise bekannt, (E. M. Southern, J> Mol. Biol., 98, 
25 503, 1975), Fragmente der DNA durch Elektrophorese in Ag>rose§el zu trennen 
und die getrennten Fragmente zu einzelnen Str'angen &u deqaturieren, welche 
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durch Diffusion auf Nitrocelluloseteile iibertragen werden. Die getrennten 
Sequenzen werden dann identifiziert durch Inkubation radioaktiv markierter 
komplementarer Sequenzen, welche an ihre Targets gebunden werden. Das radio- 
aktive Isotop wird dann lokalisiert durch Aktivierung einer photograph!- 
5 schen Emulsion. Ferner ist bekannt (B. E. Noyes und G. R. Stark, Cell 5, 
301, 1975), zum gleichen Zweck die denaturierte DNA bzw. RNA kovalent an 
Cellulose mittels einer Diazobenzylgruppe zu binden. 

Sequenzen von DNA aus infektosen Mikroorganisraen konnen als Sonden verwen- 
10 det werden zur Erfassung von eventuell vorhandener komplementarer DNA in 
Proben von Serum, Hark, Fakalstoffen oder dgl. zu Diagnosezwecken. Bislang 
werden hierzu radioaktiv oder enzymatisch markierte Sonden, die bekannte 
Nuclei nsauresequenzen aufweisen, verwendet. 

15Aufgabe der Erfindung ist es demgegeniiber, ein Verfahren zur Sequenzanalyse 
von Nuclei nsauren sowie einen hierfiir verwendbaren Nachweistrager und ein 
Verfahren zur Herstellung dieses Tragers zu schaffen, bei welchen die Durch- 
flihrung der Sequenzanalyse von Nucleinsauren mit unmarkierten Sonden durch- 
gefiihrt werden kann. 

20 

Diese Aufgabe wird gelost durch die kennzeichnenden Merkmale der Anspriiche 
1, 7 und 13, wobei in den Unteransprlichen Weiterbildungen der Erfindung 
gekennzeichnet sind. 
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Aus der DE-OS 23 30 702 ist ein Verfahren zum Machweis spezifischer Proteine 
mit Hilfe eines an einen Trager gebundenen Antikorpers bekannt. Im Gegensatz 
dazu handelt es sich jedoch bei der Erfindung darum, daB eine zu untersuchen- 
de Nucleinsaure wahrend der Analyse auf einem festen Trager immobilisiert 
5 wird* an den eine Nucleinsaure mit bekannter Sequenz chemisch gebunden ist 
und das Dickenwachstum der organischen Schicht gemessen wird. 

Hierzu wird denaturierte einstrangige DNA bzw. RNA kovalent gebunden auf 
einer lichtref lektierenden Oberflache des Tragers, und dieser Trager wird 
lOals Nachweismedium mit der zu untersuchenden Probe, welche denaturierte 

Nucleinsaure aufweist, deren Sequenz zu analysieren ist,. in Beruhrung ge- 
. bracht. Komplementare denaturierte Nucleinsaure Jn der Probe wird an der 
am Trager vorhandenen, eine bestimmte Sequenz aufweisende einstrangige 
Nucleinsaure gebunden, wodurch durch optische Messung das Dickenwachstum 

15 der sich dabei bildenden organischen Schicht, durch welche insbesondere 
die Reflexionseigenschaften der ref lektierenden Trageroberf Vache verandert 
werden, nachweisbar ist. Dieser Nachweis kann dadurch erf ol gen, daB finderun- 
gen der Lichtpolarisation nach der Reflexion an der Trageroberf Vache Oder 
finderungen der Interferenzf arben ermittelt werden. Zur Oberwachung des 

20 Polarisationsverhaltens kann bevorzugt das in der europaischen Patentschrift 
19 088 bzw. in der US-PS 43 32 476 beschriebene ellipsometrische Verfahren 
sowie die dort beschriebene ellipsometrische Vorrichtung zur Untersuchung 
der physikalischen Eigenschaften der Oberflache einer Probe verwendet werden. 
Fur den Nachweis der Knderung der Interferenzf arben des an der Tragerober- 

25 fVache ref lektierten Lichts infolge der aufgewachsenen organischen Schicht 
eignet sich ein Tragerkorper, auf dessen ref lektierender Oberflache eine 
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Doppel schicht, namlich eine Reflexions-Antireflexionsschicht, vorhanden 
ist, auf welcher der Nucleinsaurestrang mit der bekannten Sequenz immobi- 
lisiert ist. Als derartiger Tragerkorper eignet sich insbesondere ein solcher, 
vrie er in der DE-OS 32 15 484 beschrieben ist. 

5 

Ein geeigneter Tragerkorper, der bei der durchzufiihrenden Analyse mit der 
zu untersuchenden Probe als Nachweismedium in Beriihrung gebracht wird, besitzt 
bevorzugt eine Silicium- oder Aluminiumoberf lache, auf der ein Siliciura- 
wasserstoff -mit einer funktionellen Gruppe als Schicht auf gebracht ist. 
10 An dieser Si Iciumwasserstoff schicht wird dann der Nucleinsaurestrang mit 
der bekannten bzw. bestimmten Sequenz durch chenrische Bindung, insbesondere 
kovalente Bindung, immobilisiert. In vorteilhafter Weise kann noch eine 
Zwischenschicht aus einem Polysaccharide insbesondere Dextran, zur Immobili- 
sierung der Nucleinsaure aufgebracht werden. 

15 

Von Vorteil ist bei der Erfindung, daB die Nucleinsauresonden, welche die 
Nucleinsaure mit bekannter Eigenschaft, insbesondere Sequenz, enthalten, 
flir den nachfolgenden Nachweis nicht mehr markiert werden miissen. Es kbnnen 
bei der Erfindung somit bekannte Proben mit unmarkierten Sonden untersucht 

20 werden. Der hierzu erforderliche Tragerkorper laBt sich einfach herstellen 
und besitzt einen einfachen Aufbau. Die Nachweisreaktion laBt sich in einfa- 
cher Weise in einem Vergleichsellipsometer, wie es beispielsweise im euro- 
paischen Patent 19 088 bzw. in der US-PS 43 32 476 beschrieben ist, durch- 
fiihren. In dieser Vorrichtung lassen sich komplementare Sequenzen, die sich 

25 an dem auf dem Trager befindlichen Nucleinstrang gebildet haben, visuell 
sichtbar machen und damit nachweisen und bestimmen. Der Trager wird dabei 
in der bekannten ellipsometrischen Vorrichtung als Probe eingesetzt. Man 
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benotigt daher bei der Erfindung einen relativ gerlngen apparsativen Aufbau 
1m Gegensatz zu den bislang bekarmten Verfahren. : " 

Die reflektlerende TrageroberflHche besteht bevorzug.t aus Stlieiumdioxid : 
5 oder Aluminiumoxid. Auf dies* ist eine Sdricht eihss Sil iciumwasserstoff i 
aufgebracht, der eine funktionelle Endgruppe enthSlt. 
insbesondere eine Amino(NH 2 -)- oder eine Epoxy(dH^^ 
der Si 1 ici umwasserstof f sch1 cht an der reflektierencten ^bef^^^;^^l;gt 
spontan an Silanolgruppen bzw. Aluminiumbydroxylgruppen* Qie ^ 
10 Nucleinsaure (DNA bzw. RNA) mit einer bestimmten bekanntfrt fe^tf^ 

folge werden chemisch, insbesondere kovalent, liber eine Dfath^ " 
direkt an die Siliciumwasserstoffschicht oder iiber eine Iwlsch^^ft^ht 
aus einem Polysaccharid, beispielsweise Dextran, gebunden. , 

15 Die Probe wird vor der Analyse denaturiert, beispi^swe-B^ 

hydroxid oder dgl. und anschlleSend neutral isteft^ ^d' fe^fei^d'Mr^d 
noch ein Hybridisierungspuffer zugi§eben, dessen 
same Verknupfung der komplementlren totei^siur^pl]^^ 
DNA- bzw. RNA-Strange ermdgl i€ht* W<es.er* Puffer kkm airs 
20 50 % Formamid, 0,05 M NatriumCitrst, 0>1 ^ 

di ami ntetr aess i gsaur ) bzw. tipem Nat-Sal*, Q,&2 15 M^%^^!iL'^ttm^ 
sulfat bestehen. Die Verknupfung der k»plem$ftfcai^ ■ 
Probe mit dem kovalent am ; Tracer trtdbil^sie^ 
im Anwachsen der Dicke der. tfal^^ 
25 schen Scbicht. Nach Spuleii mt ei^er Koehsalzl:a 

Bendem Trocknen ISBt si eh tftfe Si^foe der auffewfrfl^ / 
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wie schon erwahnt, mit Hilfe der Vergleichsellipsometrie (US-PS 43 32 476 
oder EP 19 088) oder durch Messung der Hnderung der Interf erenzf arben yon 
aus Siliciumoxiden bestehenden Doppelschichten an ref lektierenden Tragerkor- 
pern, wie sie beispielsweise in der DE-OS 32 15 484 beschrieben sind, errait- 
g teln bzw. messen. 

Im folgenden werden Ausfiihrungsbeispiele zur Herstellung eines Tragers, wel- 
cher als Nachweismedium bei der Sequenzanalyse von Nuclei nsauren verwendet 
wird, im einzelnen beschrieben. Diese Trager besitzen eine lichtreflektieren- 
10 de Trageroberflache, auf welcher die denaturierte DNA oder RNA durch kovalen- 
te Bindung aufgebracht ist. 



Beispiel 1 

15 Ein Siliciumplattchen oder Glaspl'attchen bzw. -scheibchen, auf welches Sili- 
cium oder Aluminium beispielsweise durch Aufdampfen aufgebracht ist, wird in 
einem Exsikkator angeordnet, der mit einem EinlaBhahn und einem AuslaBhahn 
versehen ist. Der Druck im Innern des Exsikkators wird auf etwa 10 mm Hg 
verringert und die Temperatur auf 80° C gehalten. Ein Kolben, der Epoxysili- 

20 ciumwasserstoff enthalt, wird an den EinlaB des Exsikkators angeschlossen, 
und der EinlaBhahn am Exsikkator wird geoffnet. Der Si li ciumwasserstoff wird 
dabei auf der Oberflache des mit Silicium bzw. Aluminium beschichteten Silici- 
urn- bzw. Glaskorpers durch Destination aufgebracht, wobei innerhalb von 
etwa zwei Stunden eine epoxy-aktivierte Oberflache entsteht. Die beschichte- 

25 ten Korper werden dann in eine Losung von 12 % 2-Aminotiophenol in Aceton 
eingetaucht und uber einen langeren Zeitraum, etwa 10 Stunden, in einem 
Inkubator aufbewahrt. AnschlieBend werden die beschichteten Korper gewaschen 



CGK00009964 



- 7 - 



0197265 



und bis zu ihrer weiteren Verwendung in Wasser aufbewahrt. Die beschichteten 
Korper werden dann in 1 M Salzsaure, welche 250 pg/ml Natriunmitrid aufweist, 
eine Stunde bei 4° C eingetaucht, gewaschen und in einer Feuchtekammer auf- 
bewahrt. Isolierte reine DNA wird in 25 mM Phosphatpuffer gelbst, auf 90° C 
5 erhitzt, ein dan vierfachen Volumen der vorhandenen Lbsung entsprechendes 
Volumen an Dimethylsulfoxid wird zugesetzt und im Zeitraum von etwa 10 Stunden 
tropfenweise auf die Schichtkbrperoberf lache aufgebracht und geziichtet. 
Die plattchenformigen Schichtkbrper werden dann wieder gewaschen und in einer 
Lbsung .yon Albumin (10 pg/ml) in einem Phosphatpuffer durch Inkubation nach- 
10 behandelt, urn die Oberflache fiir unspezif ische Adsorption zu inaktivieren. 

Beispiel 2 

Die Tragerplattchen werden mit Epoxysiliciumwasserstoff Oder Aminosilicium- 
15 wasserstoff wie im Beispiel 1 behandelt. AnschlieBend wird Dextran an die 
epoxy- bzw. aminoaktivierte Oberflache durch Inkubation in einer 20 %-Lbsung 
von Dextran in Wasser gebunden. Hierdurch entsteht ein 20 bis 40 & dicker 
Oberzug aus Dextran auf der Oberflache. Alternativ hierzu kann Dextran durch 
Inkubation mit 0,01 % Natriumperjodat bei pH 8,0, welches in einer Sepha- 
20 dex-G25-Saule entsalzt ist, auf der mit Aminosiliciumwasserstoff beschichteten 
Oberflache wahrend etwa 10 Stunden geziichtet werden* Das gebundene Dextran 
wird dann stabilisiert durch Inkubation mit einer 0,1 %igen Natriumborhydrid- 
lbsung in 0,1 M Acetatpuffer bei pH 5,0. AnschlieBend wird 0,1 M Natrium- 
hydroxid (10 ml) und 1,4 Butandioldiglycidylether (1 ml) auf die platten- 
25 fbrmigen Tragerkbrper im Zeitraum von etwa 10 Stunden aufgebracht, und an- 
schlieBend wird ebenfalls in einem Zeitraum von etwa 10 Stunden 12 % 2-Amino- 
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thiophenol in Aceton den TragerpVattchen zugegeben. Die TrSgerplSttchen 
werden dann 1n Wasser aufbewahrt. Isollerte und reine DNA oder RNA wird dann 
nach einer Nitridbehandlung der Platten wie im Be1sp1el 1 auf die TrSgerplStt- 
chen aufgebracht. 

5 

Bei spiel 3 

Die TrHgerpVrittchen werden mit einer 20 bis 40 ft dicken Schicht aus Dextran, 
wie im Beispiel 2 beschrieben, beschichtet. Die mit Dextran beschichteten 

10 TragerpVattchen werden dann zur Inkubation mit einer Losung aus 0,2 g Natrium- 
acetat in Wasser (10 ml), welches auch 1 g 1-((m-Nitrobenzyloxy)methyl)pyri- 
diuniumchlorid behandelt, anschlieBend in einera Ofen bei 70° C getrocknet 
und dann bei 140° C wahrend etwa einer Stunde gebacken. Die TragerpVattchen 
werden dann zur Inkubation in einer 20 %igen Losung von Natriumdithionid 

15 behandelt und mit Wasser gewaschen. Ferner werden dann die TragerpVattchen 
in 1 M Salzsaure, welche 250 jjg/ml Natriumnitrid aufweist, etwa eine Stunde 
lang bei 4°C eingetaucht, gewaschen und in einer Befeuchtungskammer auf be- 
wahrt* AbschlieBend wird dann isolierte, reine DNA bzw. RNA gelost und durch 
Zuchtung, wie im Beispiel 1 beschrieben, auf die vorstehend behandelten 

20 TragerpVattchen aufgebracht* 

Im folgenden werden anhand der beiliegenden Figuren Ausflihrungsbeispiele 
fur bei der Sequenzanalyse von Nucleinsaure verwendbaren Tragern beschrieben. 

25 Bei den in den Figuren 1 bis 3 dargestellten Ausfiihrungsbei spiel en handelt 
es sich urn schematische Darstellungen der in Form von Plattchen ausgebildeten 
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Trager, wobei lediglich die Reihenfolge der Anordnung der einzelnen Schichten 
auf dem Grundkorper veranschaulicht werden soil, ohne daS die Verhaltnisse 
der Schichtdicken der dargestellten Schichtdicken den in der Praxis vorhan- 
denen MaBstaben entsprechen. 

5 

In der Fig. 1 befindet sich auf einem Tragergrundkorper 1 9 der beispiels- 
weise aus Silicium oder Glas bestehen kann, eine Siliciumdioxidschicht 2, 
welche auch eine Aluminiumoxidschicht sein kann, die als ref lektierende Ober- 
flache wirkt. Auf dieser Schicht befindet sich eine Schicht 3 aus Silicium- 
10 wasserstoff mit funktionellen Epoxy- oder Aminogruppen. Darliber befindet 
sich die Schicht 4, in welcher die auf dem Trager immobilisierte bzw. fixier- 
te einstrangige Nucleinsaure, beispielsweise DNA, vorhanden ist. 

Das Ausfuhrungsbei spiel des in der Fig. 2 dargestellten Tragers entspricht 
15 im wesentlichen dem in der Fig. 1 und unterscheidet sich demgegentiber ledig- 
lich dadurch, daB zwischen der Si liciumwasserstoff schicht 3 und der Schicht 
4 mit der fixierten denaturierten einstrangigen Nucleinsaure eine Polysaccha- 
ridschicht 5, insbesondere aus Dextran, angeordnet ist. 

20 Bei dem in der Fig. 3 dargestellten Ausfiihrungsbei spiel ist die reflektie- 
rende Oberflache zweischichtig ausgebildet, wobei die auf dem Grundkorper 1 
aufliegende erste Schicht 2 1 aus Siliciummonoxid und die zweite Schicht 2 
aus Siliciumdioxid besteht. Die Wirkungsweise dieser Doppelschicht ist im 
einzelnen in der DE-OS 32 15 484 beschrieben. 
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Patent anspriiche: 

1. Verfahren zur Sequenzanalyse von Nucleinsaure, insbesondere der Des- 
oxyribonucleinsaure (DNA) oder Ribonucleinsaure (RNA), be1 dem die zu 
untersuchende Nuclei nsaure wahrend der Analyse auf einem festen Trager immo- 
bilisiert wird, dadurch g e k e n n z e i c h n e t , daB die 

5 zu untersuchende fliissige Probe, welche denaturierte Nucleinsaure aufweist, 
mit einer lichtreflektierenden Oberflache des Tragers, an den ein Nuclein- 
saurestrang mit bestimmter Sequenz chemisch gebunden ist, "in Beriihrung 
gebracht wird, wobei sich komplementare Sequenzen der in der Probe vor- 
handenen denaturierten Nucleins'aure mit dem an der Trageroberfl ache 

10 vorhandenen Nuclei nsaurestrang durch Hybridisierung vereinigen, und daB 
das Dickenwachstum der sich dabei auf der Trageroberfl ache bildenden 
organischen Schicht optisch bestimmt wird. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeich- 
15 net, tiaB das Dickenwachstum aus den fcnderungen der Ref lexionseigen- 

schaften der reflektierenden Trageroberfl ache bestimmt wird. 

3. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeich- 

n e t , daB das Dickenwachstum durch ellipsometrische Messung bestinmt 
20 wird. 

4. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeich- 
n e t , daB das Dickenwachstum durch Interferenzmessung bestimmt wird. 
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5. Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzeich- 
n e t , daB das Dickenwachstum durch Vergleichsellipsometriemessung be- 
stimmt wird. 

5 6. Verfahren nach Anspruch 4, dadurch gekennzeich- 
n e t , daB das Dickenwachstum aus Interferenzanderungen bei der Reflexion 
von Licht an einer reflektierenden Oberflache, die eine aus Siliciumoxid 
und Siliciumdioxid bestehende Doppelschicht aufweist, bestimnit wird. 

N 

10 7. Trager zur Durchfiihrung des Verfahrens nach einem der Anspriiche 1 
bis 6, d a d u r c h g e k e n n z e i c h n e t , daB die Tragerober- 
flache lichtreflektierend ausgebildet ist 9 und der eine bestimmte Sequenz 
aufweisende Nucleinsaurestrang durch chemische Bindung an der TrageroB^- 
flache haftet. 

15 

8. Trager nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, 
daB der Nucleinsaurestrang durch kovalente Bindung an der Trageroberf Vache 
haftet. 

20 9. Trager nach Anspruch 7 oder 8, dadurch gekennzeich- 
net , daB der Tragerkorper aus Silicium oder Glas besteht. 

10. Trager nach einem der Anspriiche 7 bis 9, dadurch ge- 
kennzeichnet , daB der Tragerkorper an seiner lichtref lektie- 
25 renden Oberflache eine Siliciumdioxid- oder Aluminiumoxidschicht auf- 
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weist, auf der eine Schicht aus funkttonellem Siliciumwasserstoff slch 
befindet, an welchem der Nucleins2urestrang kovalent gebunden 1st. 

11. TrSger nach einem der Ansprtlche 7 bis 10, d a d u r c h g e - 
5 k e n n z e i c h n e t, daB der Nuclei nsSurestrang liber eine Poly- 

saccharidzwischenschicht an der reflektierenden Tr5geroberfl3che kova- 
lent gebunden ist. 

12. TrSger nach Anspruch 10, dadurch gejcennzeich- 

10 n e t , daB der Siliciumwasserstoff als funktionelle Gruppen Amino- oder 
Epoxygruppen aufweist. 

13. Verfahren zur Herstellung eines Tragers nach Anspruch 7, d a - 
durch gekennzeichnet, daB ein eine funktionelle Gruppe 

15 aufweisender Siliciumwasserstoff auf die ref lektierende Oberflache des 
Tragers aufdestilliert wird und anschlieBend darauf der Nuclei nsaurestrang 
aus einer Pufferlosung, in welcher die reine Nucleinsaure gelost ist, 
geziichtet wird. 

20 14. Verfahren nach Anspruch 13, dadurch gekennzeich- 
net, daB vor dem Aufbringen des Nuclei nsaurestrangs auf die aktivier- 
te Siliciumwasserstoffschicht durch ZUchtung aus einer waBrigen Losung 
eine Polysaccharidschicht aufgebracht wird. 
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